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AdOnovInis recombinants dOfectifs exprimant des cytokines et medicaments antitumoraux les contenant 

L'invention conceme un acide nucl6lque recombinant 
ulmsable pour la production cf un adenovirus defecdf conte- 
nant un inserat codant pour une (Mokine sous le contrOle 
d'un promoteur au sein de la sequence genomique da 
raddnovirus recombinant Cet adenovirus recombinant est 
utilisable pour la preparation de medicaments anti- 
tumoraux sous forme directement injectable dans la tumeur 
de rh6te. 
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3U>ENOVIRU8 RECOMBIMaHTS DEFECTIFS EXPRIMMTO DE8 
CYT0KINE8 ET MEDIC2U1EHT8 RMTITOMORRUX LE8 CONTEMRNT. 

Les cytokines sont des moldcules (hormones) 
produites par des cellules h la suite d'une 
stimulation antlgdnigue ou d'une activation par 
d'autres facteurs. La premiere cytokine qui ait dtd 
produite est 1 ' interleukine 1 (IL-1) . Elle permet 
1' activation des cellules T, qui se mettent a leur 
tour a produire toute une batterie de lymphoklnes dont 
certaines sont indispensables pour 1 ' activation du 
systems Immu nltaire et les defenses centre les 
infections virales ou paras Itaires. 

Depuis guelques annees, les cytokines sont 
utilisees en immunothdrapie anticancereuse. Neanmoins 
leur administration par la voie generals pose un 
certain nombre de problemes. L'IL-2 par example donne 
des effet secondalres assez importants; elle est 
rapidement mdtabolisde, de soirte que de fortes doses 
doivent Stre administrdes de fagon r^pdtee. 

On est done ^ la recherche de meilleures voies 
d' administration qui augmenteraient leur efficacitd, 
tout en dimlnuant leurs effets Inddslreibles . 

L' invention a done pour objet des adenovirus 
recombinants defectifs exprimant une ou plusieurs 
cytokines, ainsi que 1* utilisation de ces addnovirus 
recombinants pour la constitution de compositions 
pharmaceutiques , notamment antitiimorales, plus 
particuli^rement de compositions directement 
Injectables dans des tumeurs solides de I'hote. 

La prdsente invention a pour objet des addnovirus 
recombincints defectifs caracterlsSs en ce qu'ils 
comportent un gdnome d' adenovirus non rdpliceible, 
ddfectif dans lequel sont inserees une ou plusieurs 
sequences d'acide nuclSlque codant povir une ou 
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plusleurs cytokines, notamment lymphokines, sous le 
controls d*un ou plusieurs promoteurs susceptibles 
d'etre reconnus par les polymdrases de cellules 
humaines, plus particuliferement de cellules tumoral es 
humaines . 

L' invention concerns plus particuli^rement les 
acides nucleigues recombinants susceptibles d'etre mis 
en oeuvre pour la production de tels adenovirus 
recombinants ddfectifs. 

Un tel acide nucleique recombinant est 
caractdrlsd en ce qu'il comports, d'une part, une 
sequence gdnomigue d'un adenovirus ddfectif en ce 
qu'elle est ddpourvue des sequences necessaires k sa 
replication, mals comportant neanmolns celles des 
sequences qui dans ce genome sont le suppozrt de 
1 ' inf ormation genetique necessaire a 1' adenovirus 
correspondant pour pdnetrer dans les cellules 
Infectables par celui-ci, ainsi que 1' ensemble des 
sec[uences essentielles ndcessaires a 1 ' encapsidation 
de cet adenovirus, et, d' autre part, un insdrat 
contenant \me sequence nucldique codant pour une 
cytokine, cet insdrat dtant sous le controls d’un 
promoteur present ou prdalablement insdre dans la 
susdite sequence gdnomique. 

Les addnovi3nis, notamment les addnovirus de type 
2 ou 5 susceptibles d'lnfecter les humains (ou 
addnovirus humains) , ou encore les addnovirus de 
sdrotype 4 et 7, reprdsentent des vecteurs 
peirticulidrement prdferds dans le cadre de la prdsente 
invention, en raison notamment de la grande taille du 
fragment d'ADN dtranger qu'il est possible d'inserer 
dans le gdnome de ces virus. 

Avcintageusement, la ou les sdquence(s) d' acide 
nucldique d' insertion sus-mentionnde(s) , codant pour 
une ou plusieurs cytokines prdddterminees, sont 
contenues dans un genome ddfectif d' addnovirus. 
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ddpourvu des sequences nucldotidlques essentielles 
ndcessaires a la replication de ces addnovlrus, et 
plus partlculierement des transactlvateurs ElA et ElB 
et, le cas echeant, de la rdgion E3 de 1 'adenovirus, 
ou encore de ses regions El et E3. 

En d'autres termes 1* Invention net e profit la 
capaclte de ces adenovirus recombinants defectlfs 
d'autorlser 1 * expression de la sequence d' Insertion 
qu'lls contlennent dans les cellules qu'lls 
envahlssent, nene lorsqu'en raison de leur caractere 
defectlf 11s ne s'y multlpllent pas. En d'autres 
termes 1 * Invention a pour object If de falre secreter 
les cytokines au seln meme des cellules (cellules 
tumorales elles-memes et cellules, notanment 
lymphocytes, qul Inflltrent ces tumeurs de la tumeur k 
tralter) lorsque celles-cl ont ete Infectees par ces 
addnovlrus ddfectlfs, en partlculler lorsque ceux-cl 
sont Injectes dlrectement dans la tumeur. Les 
cytokines produltes actlveront alnsl en prlorltd. In 
situ, les cellules cytotoxlques Inflltrant la tumeur 
et celles se trouvant k proxlmltd de la tumeur. 

En ce qul conceme la sequence d' Insertion dans 
le gdnome d'addnovlrus recombinant ddfectlf, elle peut 
dtre cholsle parml toutes celles qul exprlment vine 
cytokine capable d'exercer vin effet, so It antltvimoral 
direct, so It actlvatevir de cellules Immunocompetentes 
de I'organlsme, solt les deux a la fols. 

Parml ces cytokines on mentlonnera a tltre 
d' examples : IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL -6 
Interferon a. Interferon 7 , tvimor necrosis factor 
alpha (TNF a) (facteur alpha de ndcrose de tvimeur) . 

Les mSmes addnovlrus recombinants peuvent aussl 
etre utilises dans le cas de certalnes maladies, oh 11 
y a une ddflclence Immunltalre et dans le cas de 
certalnes maladies parasltalres ou vlrales (Interferon 
7 , o , en partlculler) . 




2688514 



4 

On rappelle ci-apres les proprietes de certaines 
de ces cytokines. 

Interleukine 1 fIL-1) : 

Elle est produite essentlellement par les 
monocytes et les macrophages activds. Son poids 
moldculaire est d' environ 17 Kilodaltons. Elle 
prdsente plusieurs activitds, parmi lesguelles : 

a) une action chemoattractive stir les cellules 
polymorphonucldes et les macrophages (1,2), 

b) une augmentation de 1' activity cytotoxique des 
cellules cytotoxiques spontanees ("Natural Killer", ou 
Nk), 

c) une induction de fifevre h la suite d'une 
infection, 

d) surtout 1' activation des cellules T pour la 
production d'autres facteurs. 

Interleukine 2 (IL-2) , Interleukine 4 (IL-4) et 

Interleukine 5 (IL-5) : 

Elies sont produites par des lymphocytes T 

activds. L' action de ces cytokines est restreinte aux 
cellules du syt4me inimunitaire, elles provoquent leur 
multiplication et leur activation : IL-2 et IL-4 ont 
ete essayes en immunothdrapie antitumorale chez la 
souris et chez I'homme. Chez la souris, elles 

agissent de fagon synergique et provoquent la 

regression tumorale. 

Interleukine 6 fIL-6) 

Elle est produite par des nombrexix types 
cellulaires dont les lymphocytes T, les macrophages, 
les fibroblastes. . . Elle induit la differenciation 
finale des lymphocytes B qui deviennent producteurs 
d' anticorps. 

"Tumor Necrosis Factor-a" (TNF-a) ffacteur-u de 

ndcrose des tumetirs) : 

C'est un facteur produit par les macrophages. II 
a une double action : line action directs sur les 
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cellules 'tumorales en provoquant leur lyse et une 
activation du syt^e immunltaire. 

L' utilisation du TNF-a chez I'homme doit se faire 
avec precaution, etant doime gue de noiabreuses 
cellules en possedent le rdcepteur : d'oii I'intdret de 
n'lnduire sa secretion que local ement, au sein meme de 
la tumeur, pour limiter ses effets non desirables sur 
les autres cellules de I'hdte. 

Interleukine 3 fIL-3) , Interleukine 7 fIL-7) , et 
"Colony stimulating Factor" fCSF) . 

Ce sont des facteurs de croissance 
hematopoietigue. Ils sont produits essentiellement 
par les lymphocytes, les monocytes et les macrophages. 
Ils aglssent e dlfferents nlveaux de I'hematopoiese, 
c'est-e-dire des diffdrentes etapes de differenciation 
de cellules de moelle en cellules sanguines. En outre 
le CSF exerce des effets tres importants au niveau des 
defenses primaires de I'organisme vis-a-vis des 
defenses bactdriennes en attirant les macrophages vers 
les sites d' infection et en augmentant leur capacite 
de phagocytose. 

En combinaison avec l'IL-2 et l*II.-4, le GM-CSF, 
s'avere etre un important facteur antitumoral. 
L*interfdron i fIFN -y) 

C'est un facteur produit par les cellules T 
activees; il est doud de propridtds antivirales; il 
inhibe la multiplication des vimis et des parasites et 
provogue la lyse des cellules infectdes et de 
certaines cellules tumorales. 

L'interfdron aflFNa) 

Produit par des cellules T et des monocytes, il 
prdsente un effet antiviral et lytigue sur des 
cellules Infectdes. L'lFN a a dtd utillsd en 

immunothdrapie centre certains types de cancer dont le 
mesothdl itim . 
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Bien en1:endu 1* invention n'est pas limitder quant 
au choix des sequences d* insertion utilisables dans 
des addnovirus conformes ^ 1* invention, ^ celles qui 
ont dt§ identifi4es ci-dessus. N4amnoins celles~ci 
sont illustratives de la palette des possibilites qui 
s' off rent au thdrapeute, a qui appartient le choix de 
1' adenovirus recombincuit defectif le plus approprie a 
mettre en oeuvre, conpte tenu de la nature des tumeurs 
^ conbattre. 

L' invention conceme dgalement des compositions 
pharmaceutiques comprenant un ou plusieurs vecteurs 
recombinants tels que decrits ci-dessus, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable, en particulier des compositions 
directement injectables dcins les tumeurs a traiter, 
steriles, isotoniques, ou des compositions s%ches, 
notamment lyophilisees , qui, par addition selon le cas 
d'eau sterilisde ou de serum physiologique, permettent 
la constitution ou reconstitution de solutes 
directement injectables dans les tumeurs. 

L' injection directe deuis la tumeur d* adenovirus 
modifies, non replicables, off re I'avantage d'une part 
d'dviter la diffusion des addnovirus recombinants dans 
la circulation g6ndrale avec, pour consequence, les 
effets secondalres susceptibles d'etre exercds par les 
cytokines exprimdes ailleurs que sur les sites oh la 
manifestation de leur action est recherchde, en 
1* occurence les cellules tumorales, elles-mSmes ou les 
cellules, notamment lymphocytes, qui les infiltrent ou 
qui se trouvent h leur proximltd immediate. 

L* invention a egalement poiir objet un procede 
d'obtention des adenovirus recombinants decrits ci- 
dessus qui comprend, aprhs I'etape de construction 
proprement dite d'un vecteur par introduction d'un ou 
plusievirs acide(s) nucieique(s) d* insertion dans le 
genome de 1' adenovirus defectif initial, une etape de 
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transformation de llgnSes cellulalres trans format les 
d' eucaryotes supdrieurs (notamment d' origins humaine 
ou animale) comportant elles-memes une sequence 
dlstlncte de nucldotldes apte & compldmenter la ou les 
parties qui font def aut au gdnome de 1 ' addnovirus 
ddfectlf et sans lesquelles la rdplicatlon de ce 
dernier est Interdite, ladlte sdquence dlstlncte dtant 
de prdfdrence incorporde au gdnome des cell\iles de 
ladite lignde cellulaire. 

A titre d' example prdfdrd de telles ligndes 
cellulalres, on mentionnera la lignde 293, lignde de 
rein embryonnaire humaln qui contient, intdgrds dans 
son gdnome, les onze premiers pourcents de I'extrdmltd 
gauche du gdnome d'un addnovirus de type 5 (Ad5) . 
Ce\ix-ci peuvent alors compldmenter des virus 
recombinants ddfectifs qui portent des ddldtions de 
cette rdgion. Un tel procddd d'obtention est plus 
partlculldrement ddcrit dans la demands de brevet 
europden n* 0 185 573 du 20/11/85. 

Aprds transformation de ces ligndes cellulalres, 
les addnovirus ddfectifs ainsi multiplids et produits 
sont rdcupdrds a partir du milieu de culture des 
cellules de ces ligndes et purifids. 

La prdsente invention sera d'avantage ddtaillde 
dans la description qui suit des possibilitds de 
construction d*un addnovirus vecteur recombinant 
contenant au moins une sdquence codant pour une 
cytokine, en particulier une lymphokine. 

I. METHODES 

a) Cellules et virus 

La lignde cellulaire 293 rdnale embryonnaire 
humaine tranSformde par Ad-5 (Graham et al., 1977), a 
dtd utillsde pour la transfection d'ADN ainsi que povtr 
la multiplication et la titration d* Addnovirus (Ad) . 
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En effet, la lignde cellulaire 293 compl^mente les 
fonctions des g&nes de fonctions ElA et ElB et permet 
la replication des Ad-recombinants ddfectifs. Pour la 
construction de I'Ad recombinant, l'Ad5-dl324 humain, 
portant des ddldtions dans les regions El (3.9-10.5 
m.u.) et E3 (78.5-84.3 m.u.), a dte utilisd (Shenlc et 
Williams, 1984). Les ligndes cellulaires 293, Hela et 
Vero ont 4td maintenues dans un milieu de culture 
lll^ T>^^nu^n essentiel Eagle avec 10 % de serum de veau 
fetal. 

b) Construction des plasmides permettant 

1* expression de diffdrentes cytolcines 

Le vecteur d' expression eucaryote pMLPlO a ete 
ddcrit (Ballay et al., 1985). Un derivd de ce vecteur 
(pMLP18) a ete constiruit par insertion d'une sequence 
contenant diffdrents sites vmiques de restriction en 
aval du promoteur majeur tardif d'addnovirus. Ces 
sites permettant ainsi le clonage des diffdrents genes 
codeint pour les cytokines choisies sous le contrdle du 
promoteur viral. En aval de cette sequence contenant 
ces sites uniques de restriction a 6t6 placee la 
sequence contenant le signal de polyadenylation du 
gene codant pour les antigAnes prdcoces du virus SV40. 
Le fragment Bglll - Hindlll d'Ad5 est clone en aval. 
Cette sequence de 3 Kpb contient le g^e codeint pour 
la proteine IX qui est ndcessaire pour 1 ' encapsidation 
du gdnome viral au-dela de 97 % de sa taille normale 
et permet la recombinaison in vivo ultdrievire. Les 
sequences codant pour les gAnes des diffdrentes 
cytokines sont isoldes h partir de plasmides obtenus 
aupres de diffdrentes equipes. Ces sequences, obtenues 
aprAs clivage au moyen de diffArentes enzymes de 
restriction sont introduites dans le site de clonage 
multiple du vecteur d* expression dAcrit ci-dessus 
(pMLP-18) . On obtient ainsi les diffArents plasmides 
dAnommAs pMLP-cytokine (IL-2, IL-4 etc...} qui sont 




2688514 



9 

u-tillsds pour I'obtention des virus recombinant:s comme 
ddcrlt dans le paragraphe sulvant. 

c) Transfection d»M>N et isolement de virus 
recombinants 

Les adenovirus recombinants ddfectifs Ad- 
cytokines ont dte obtenus par recomblnalson in vivo 
entre le fragment droit du gdnome viral clivd au 
prealable par 1* enzyme de restriction Cla I et la 
sequence homologue exlstant sur les plasmides pMLP- 
cytoklne decrlts ci-dessus. Le mdlange du fragment du 
gdnome viral (2,6 m.u. - 100 m.u.) purifie apr4s 
clivage et du plasmide llndarisd par 1' enzyme de 
restriction Cla I ou Pvu I est transfecte dans les 
cellules 293 en utilisant la methode de precipitation 
au phosphate de calcium (Graham et Van Der Eb, 1973) . 
Des plages de cellules montrant vm effet cytopathique 
ont ete Isoldes 10 jours aprds et le virus a ete 
amplifid en culture. L'ADN viral a 4td extrait par la 
procedure Hirt (Graham et al., 1977) et les virus 
recombinants ont ete identifies par cartographie avec 
des enzymes de restriction. 

La figure 1 represente schematiquement tine 
construction de ce type mettant en oeuvre une sequence 
d' insertion codant pour une inter leukine (IL-2, IL-4, 
etc. . ) . 

Dans cette figure : 

- "leaders" correspond a un leader tripartite 

- "Del" correspond A une "deletion" 

- Ad dl 324 correspond A un addnovirus pourvu des 
"deletions" sus-indiqudes. 

d) Expression des sdcpiences codant pour une cytokine 
exprimee 

Des ligndes cellulaires Hela ou Vero sont 
infectdes avec les virus recombinants ddfectifs 
obtenus. Les cellules effectivement transfectdes 
peuvent etre caractdrisdes essentiellement grAce A la 
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detection de 1 ' activity de la cytokine liberde dans 
leur milieu de culture. Dans le cas de IL-II des 
rendements pouvant atteindre de 1 d 2 pg 

d'interleukine pour 10^ cellules ont ete observes. 

Les cellules infectdes par un recombineint Ad- 
cytokine secretent dans le milieu de culture des 
guemtites variables de la cytokine. II existe 
diffdrentes mdthodes pour la detection et la 
quantification des cytokines piroduites. 

1) Mdthodes quantitatives : 

- ELISA, en utilisant des anticorps specifiques 

- RIA (radioimmunoassay) 

- Western blot 

2) Methodes cmalitatives (ou biotests) : basdes 
sur les propridtds biologigues des cytokines 

Par example : 

IL-2 : Test de prolifdration des cellules CTL-L2 
(les cellules CTL-L2 ne se multiplient et ne se 
maintiennent en culture qu'en prdsence d'IL-2 dans le 
milieu de culture) 

IL-3 et 6H-CSF : Test de prolifdration des 
cellules TF-1 

IL-4 : Test de prolifdration des cellules CTL-L2 
et induction de CD23 solubles par certaines cellules 
dont les lymphocytes. 

IMF-o : Test de cytotoxicitd sur les cellules 

L92-9. 

Test de neutralisation : L'effet des cytokines 

peut dtre bloqud en incubant les cellules cibles en 
prdsence de cellules d' anticorps spdcifigues. 

II va de soi que les descriptions de 

constructions d'addnovirus sdlectifs recombinants ci- 
dessus envlsagdes n'ont aucun caractere restrictif. 
D'autres constructions peuvent dtre rdallsdes, 
notamment selon les variantes encore indiqudes ci- 
aprds k titre d’exemples. 
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1) Echanqa des promoteurs 

Le promoteur majeur tardif d'Adinovlrus peut etre 
substitue par d'autres promoteurs ublguitalres mais 
d'origlne exogene tels gue : 

- promoteur contenu dans le LTR (Long Terminal 
Repeat) de RSV (Rous Sarcome Virus) 

le promoteur du gfene IE de CMV (cytomegalovirus) 

■* les promoteurs inductibles MMTV (House Hammary 

Tumor Virus) ou mdtallothionine. 

De meme des promoteurs permettant tuie expression 
plus spdclfigue, restreinte aux cellules tumoral es 
peuvent etre utilises comme peir exemple : 

- le promoteur du gene rep du parvovirus HI. 

L* invention conceme encore un acide nucldigue 
recombinant du type sus-indlgud, caractdrisd en ce gue 
la sdguence gdnomlgue de 1' adenovirus est dSpourvue de 
sa region d ' extremite 5 ' , en aval du promoteur prdcoce 
de la region ElA de 1* adenovirus, et en ce gue la 
sdguence codouit pour la cytokine est placde sous le 
contrdle de ce promoteur precoce. Get acide nucldigue 
recombinemt peut dgalement §tre mis en oeuvre dans les 
applications plus particulierement mentionndes en 
rapport avec les ADNs recombinants dans lesguels la 
seguence codant pour la cytokine est places sous le 
contrdle du promoteur majeur tardif de I'addnovirus. 

2) Expression slmultanee de plusieurs gdnes de 
cytokines 

3 types de constructions sont ddcrites : 
les genes de cytokines sont sous le contrdle de 
deux promoteurs solt identigues, soit dlffdrents (HLP 
et RSV par exemple) et sltuds A la suite I'un de 
1* autre. 

- les gdnes des cytokines sont sous le contrdle de 
promoteurs distlncts et clondes dans des rdgions 
distinctes du vimis. 
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REVENDIC&TI0N8 



1. Aclde nucleigue recombinan't comport ant, d'une 
part, une sequence gdnomique d'un addnovirus ddfectif 
en ce gu'elle est ddpourvue des sequences necessaires 
k sa rdplication, mals comportant neanmoins celles des 
sequences qui dans ce genome sont le support de 
1 ' information gendtique necessaire a 1 ' addnovirus 
correspondcint pour pdndtrer dans les cellules 
infectables par celui-ci, ainsi que 1' ensemble des 
sdquences essentielles ndcessaires h 1 ' encapsidation 
de cet addnovirus, et, d* autre pcirt, un insdrat 
contenant une sdquence nucldique codant pour une 
cytokine, cet insdrat dtant sous le contrdle d'un 
promoteur prdsent ou prdalablement insdrd dans la 
susdite sdquence gdnomique. 

2 . Acide nucldique recoinbinant selon la 
revendication 1 caractdrisd en ce qu'il est ddpourvu 
des transactivateurs ElA et ElB et, le cas dchdant, de 
la rdgion E3 de 1* addnovirus. 

3 . Acide nucldique recombinant selon la 
revendication 1 caractdrisd en ce que la sdquence 
gdnomique de 1 ' addnovirus est ddpourvue de sa rdgion 
d ' extrdmitd 5 ' , en aval du promoteur prdcoce de la 
rdgion ElA de 1* addnovirus, et en ce que la sdquence 
codant pour la cytokine est placde sous le contrdle de 
ce promoteur prdcoce. 

4. Acide nucldique recombinant selon la 
revendication 1 ou la revendication 2 caractdrisd en 
ce que la sdquence codant pour la cytokine est placde 
sous le contrdle d'lm promoteur tardif de 
1' addnovirus. 

5. Acide nucldique recombincuit selon la 
revendication 1, caractdrisd en ce que la sdquence 
gdnomique de 1* addnovirus est pourvue d'un promotem: 
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stranger au genome de I'addnovirus, et en ce que la 
sequence codant pour la cytokine est places sous le 
controls de ce promoteur etranger. 

6. Acide nucldique recombinant caractdrisd, soit en 
ce que 1 ' insdrat contient des sequences codant pbur 
plusieurs cytokines, soit en ce qu'il contient des 
inserats distincts respectivement places sous le 
controls de promoteurs distincts, dgalement distincts. 

7. Addnovirus ddfectif caractdrisd en ce qu'il 
contient 1* acide nucldique recombinant selon I'oine 
quelconque des revendications 1 A 6. 

8. Composition pharmaceutique contenant I'addnovirus 
recombinant selon la revendication 7 en association 
avec un vdhicule pharmaceutiquement acceptable, 
notamment. 

9. Utilisation de I'addnovirus recombinant selon la 
revendication 1 pour la preparation de mddicaments 
antitumoraxix, de prdfdrence sous forme directement 
injectable dans une tumeur de I'hote. 

10. Procddd de production d'addnovirus ddfectif s 
recombinants selon la revendication 7 caractdrisd par 
la transformation de ligndes cellulaires 
transformables d* eucaryotes supdrieurs (notamment 
d' origins humaine ou animals) comportant elles-memes 
une sdquence distincte de nucldotides apte a 
compldmenter la partie du gdnome de I'addnovimis dont 
celui-ci est ddpourvu et qui serait essentielle a sa 
rdplication, ladite sdquence distincte dtant de 
prdfdrence incorporde au gdnome des cellules de ladite 
lignde cellxilaire, et en ce que I'on rdcupdre les 
addnovinis recombinants ddfectifs produits A partir du 
milieu de culture des cellules desdites ligndes 
cellulaires. 

11. Procddd selon la revendication 10 caractdrisd en 
ce que le gdnome d'addnovirus ddfectifs est ddpourvu 
de sa rdgion d'extrdmitd 5' et que la lignde 
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cellulaire est tine lignee de rein embryonnaire humain 
telle gue la lignee 293, qul contient, Integre dans 
son gdnome, une region d'extrdmitd 5* du gdnome d'un 
addnovirus de type 5 (Ad5) et ayant une taille 

correspondante A approximativement 11 % de celle du 
gdnome entier de cet addnovirus. 
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